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   To elucidate the intrarenal distribution of oxalate and to reveal the first site of calcium oxalate 
crystal fixation along the nephron, we carried out  '4C-oxalate renal microautoradiography by the thaw 
mount method 30, 60 and 90  min after intravenous administration of  14C-oxalate, in normal rats and in 
hyperoxaluric rats fed a vitamin B6-deficient diet for 4 and 9 weeks. In normal rats, radioactivity was 
observed in the entire kidney area at 30  min after the injection and at 90  min there was radioactivity 
only in the papilla, where radioactivity appeared in the parenchyma, mamely the epithelial cells of 
collecting ducts and the surrounding interstitial tissue. In hyperoxaluric rats, microautoradiograms 
showed the spotted eposits of  14C-oxalate in both renal papilla and medulla. In 600 X magnification 
of the autoradiograms, most of the deposits were detected in the epithelial cells of collecting ducts and 
the surrounding interstitial tissue. These deposits were identified by a polarizing microscope and X-
ray microanalysis as crystal deposits of calcium oxalate. 
   These results indicated that oxalate remainedfor an extended period of time in the epithelial cells 
of collecting ducts and in the surrounding interstitial tissue in renal papilla, and the calcium oxalate 
crystals fixed to the same tissue was the first step in the development of calcium oxalate stones. 
                                             (Acta Urol. Jpn. 44 : 245-251, 1998)













まだ充 分 に 明 らか に は されて い な い.最 近,上 川
ら12)は,14C一標識蔭酸 を用い,drymount法3)によ
る腎 ミクロオー トラジオグラフィーを施行 し,蔭 酸の
ラッ ト腎 内分布 を検討 した.そ の結 果,静 注 された
1℃一標 識蔭酸 は腎乳頭部,特 に集 合管 周囲組織 に長
時間停滞す る ことが示 唆 され たが,drymount法に
よる ミクロオー トラジオグラムでは組織の損傷が生 じ
ることが多かったため,蔭 酸の乳頭部 における停滞部
位 を組織学的に同定する ことは困難であった.
そこで本研究 では,腎,特 に乳頭部 にお ける蔭酸 の
局在部位 を組織学的 に明 らか にす るため,よ り鮮 明な
像 が得 られるthawmount法4)による1℃ 一標 識蔭酸












討 した.ま た,.ビタ ミンB6欠 乏食 で誘発 された過蔭
酸 尿症 ラ ットにおいて,同 様の方法 に よる腎 ミクロ
オー トラジオグラムを作成 し,蔭 酸がネフロ ンに沿 っ
たどの部位 において最初に集積するのか,ま た集積 し
た穆酸が実際 にカルシウム結 晶と して沈着 しているの
か どうか をX線 分析法 により検討 した.
対象ならびに方法
1.正 常 ラ ッ トにおける14C一標識 蔭酸 の経 時的腎
ミクロオー トラジオグラムの作成方法
通常 飼料 で飼育 した10週齢Sprague-Dawley系雄
性 ラ ット18匹を3群 に分 け,各 実験動物 に尾静脈 より
体 重lkgあ た り37MBqの14c一標 識蔭 酸(分 子量
93。5,specificactivity4.03GBq/mmo1,Amersham
England)を静注後,第 一群 は30分,第二群 は60分,
第三群 は90分で殺処分 し,直 ちに腎 を摘 出 した.さ ら
に摘 出腎 をメスで細切す ることによ り,皮 質,髄 質,
乳頭部すべ て を含 む厚 さ約2mmの 横 断切 片3個 を
得 た.腎 ミクロオー トラジオグラフ ィーは,水 平 らの
thawmount法4)に従 い施行 した.得 られた横断切片
を液体 プロパ ン にて凍 結 固定 後,ク リオス タ ッ ト
(LeitzKryostatl720,Leica,Heidelberg,
Germany)にて厚 さ5μmの 試料切 片 を作成 し,あ
らか じめ乳剤 を塗布 したスライ ドガラスに密着 させ,
暗箱 内にて6週 間露出 した.そ の後,現 像,定 着 を行
い,組 織 を塩基性 フクシ ンお よびメチ レン青 にて染色
して光学顕微鏡下 に14C。標識蔭酸集積部位 を観察 し
た.
2.過 蔭酸尿 症 ラ ットにおけ る14C一標識蔭酸 の腎
ミクロオー トラジオグラムの作成方法
























乏食に よる飼育 を開始 し,6匹 は4週 間後,他 の6匹
は9週 間後 に,体 重1kgあ た り37MBqの14c一標
識蔭酸 を3日 間24時間毎 に尾静脈 より投与 した.最 終
投与 より40時間後 にラ ットを殺処分 し,直 ちに腎 を摘
出 した.腎 ミクロオー トラジオグラフ ィーは,実 験1
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と同様 にthawmount法にて施行 し,光 学顕微鏡 に
て観 察 した.
3.14C一標識蔭酸の集積部位のX線 分析
4週 間お よび9週 間 ビタミンB6欠 乏食飼育 ラッ ト
による試料切片上の1℃一標識蔭酸の集積部位を偏光
顕微鏡5)で観察 した.さ らに,ス ライドグラス内には
カルシウムが含有されているために,カルシウムが含
有されていない硬質塩化ビニル板をスライ ドグラス大







































1.ラ ットにお ける14C一標識蔭酸 の経 時的腎 ミク
ロオー トラジオグラム
14C一標識蔭 酸 を静注 後30,60,90分にお ける腎 ミ
クロオー トラジオグラムの弱拡大像において は,ア イ
ソ トープ静注後30分で腎全 体に14C一標 識蔭酸の放射
活性が認められたが,時 間経過 とともに放射活性 の減
少がみ られ,90分後 では髄質の乳頭部にのみ集積,局
在す ることが明瞭 に認め られた(Fig.1).Fig.2は,
髄質 における経時的変化 を示す ミクロオー トラジオグ
ラム強拡大像である.腎 髄質 とくに乳頭部で は,静 注
後30分では放射活性 は集合管管腔内,集 合管上皮 およ
び間質にほぼ均 一に認め られてお り,60分後で も同様
の結果 であった.し か し,90分後では集合管管腔 内に
放射活性 はほとん ど消失 していたにもかかわ らず,集
合管上皮細胞内およびその周 囲の間質には,30分およ




4週間 ビタ ミンB6欠 乏食飼育 ラッ トにお ける
1℃一標識蔭酸の腎 ミクロオー トラジオグラム弱拡大
像において,乳頭部と髄質内帯 に14C一標識蔭酸の大

















における腎 ミクロオー トラジオグラムで認め られた
14C一標識蔭酸の集積像を,偏 光顕微鏡 にて観察 した


















収,生 体内分布,代 謝,排 泄を含めた生体内動態を明
らかにすることが肝要であり,特に腎における蔭酸の
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立 されてお らず,ア イソ トープ(14C一標識蔭酸)を 用
いて,そ の生体 内動態の解 明が行われているにす ぎな
い.す な わ ち,1℃ 一標 識 蔭 酸 のpharmacokinetic
studyによ り,蔭 酸の生体 内分布容積 はイヌリンの約
L7倍で,そ の血 中半減期 はイヌ リンとほぼ同値 の20
分で あ り,静 注 された14C一標識蔭 酸の一部 は胆汁 中
に排泄 されるが,そ の大部分 は尿中 より排泄 されると
報告 されている8・9).また,経 口投 与 された外因性B
酸の うち腸管で吸収 され るのはわず かで あ り10・ll),
静注 された外 因性 蔭酸 は,腎,骨 お よび肝 に集 積す
る ことが 明 らかに され てい る.蔭 酸 の腎内動 態 に関
して は,14C一標識 蔭酸 のク リア ラ ンスお よびmicro-
puncturestudyによ り,蔭 酸 は糸球体 で 自由に濾過
され,近 位尿細管 において分泌 されるとともに,一 部




腎尿細管上皮 由来のBSC-1細胞 を用いた研 究にて,
蔭酸 はイオン化 した状態 だけでな く,蔭 酸カルシウム
の結晶 として もendocytosisによ り,尿 細管腔内か ら
尿細管上皮細胞内へ取 り込 まれることも報告 されてい
る.こ の ように蔭酸 の腎内動態 に関 しては,糸 球体 お
よび近位尿細管での動態 は明 らか にされつつある もの
の,そ れよ り遠位側 のヘ ンレ係蹄,遠 位尿細管お よび
集合管において,蔭 酸 はどの ような挙動 をす るのかは
不明である。
蔭酸は血 中においては蛋白 と結合せず,生 体内にお
いて最終代謝 産物 であ るため,静 注 され た14C一標識
蔭酸 は内因性蔭酸 と同 じ動態 を示す と考 えられ る13).
また,本 実験 でラ ットに投与 した14C一標識蔭酸の量
は37MBq/kgb.w.であ り,蔭 酸 投 与量 をspecific
activityから算 出する と,ラ ット1匹 あた り約200μg
の蔭酸急性負荷 に相当す る。 しか し,以 前われわれが
施行 したpharmacokineticstudyの結果 で は,同 量
の蔭酸負荷時において も,蔭 酸 は4時 間で生体内 より
ほとん ど消失 し,血 中半減期 やイヌリンクリアランス
などの各パ ラメーターには有 意な変化 はなか った1).
したが って今 回の実験 では,静 注 された14C一標識蔭
酸 は内因性蔭酸 の腎排泄動態 に影響 を与 えない ものと
考 えられた.
経時的腎 ミクロオー トラジオグラム弱拡大像 におい
て,且4C一標識蔭酸 投与 直後 は腎全体 に放射活性 が認
められたが,時 間経過 とともに腎皮質や髄質外帯 から
放射活性 の減少がみ られた.し か し,髄 質,特 に乳頭
部 には,投 与後90分で も放射活性 はなお強 く残存 して
いた.強 拡大像 におい て,14C一標識 蔭酸の経時 的腎
内分布 を詳細 に検討 した ところ,ア イソ トープ投与後
30分では,放 射活性 は髄質の組織内において ほぼ均一
に認め られたが,90分で は髄 質の尿細管管腔内か らは
消失 し,ほ とん どの放 射活性 は,と くに乳頭部 にお
いて,腎 の解剖学 的構 造 と尿細 管の形態 的特徴 よ り
集 合管 と同定 され る管腔 の上皮 細胞内 およびその周
囲の 間質 に集積 して存 在 して い た.14C一標 識 蔭酸
pharmacokineticstudyにおいて,14C一標識蔭酸 の血
中半減期 は約20分で,90分後の1℃ 一標識蔭酸 の尿 中
回収率 は90%以上 で あ る と報 告 されて い る こ と よ
り89),計算 上静 注後90分で集 合管 管腔 内 を流 れ る
14C一標 識蔭酸 はほ とんど皆 無で ある と考 え られ る.
また,蔭 酸 の生体内分布容積 は体重の約60%と算出 さ
れ,さ らに,ラ ットにおけるマ クロオー トラジオグラ
フ ィーに よる検討か ら,イ ヌリンが腎 よ りほ とんど排
泄 された時点 において も,蔭 酸は腎の とくに乳頭部 に
おいて一時 的 に残存停 滞す るこ とが示 され た ことよ
り15),蔭酸は イヌ リンに比 し,よ り自由に生 体内 に
拡散 して い くことが示 唆 されてい る.以 上 の ことか
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ら,ラ ッ トに投 与 された14C一標 識蔭酸 は,腎 髄 質 と
くに乳頭部 において,そ の機序 は不明であるが,集 合
管管腔内か ら集合管上皮細胞内および周 囲の間質 に取
り込 まれ,尿 中に大部分 が排泄 された後 も,14C一標
識蔭酸は一時的 にこの部位に停滞 し,高 濃度で存在す
ることが強 く示唆された.
Finlaysonら16)は,腎におけ る尿流速,蔭 酸お よび
カルシウムの濃度などを仮定 したモデル実験か ら,尿
路 に停滞が ない場合,尿 路結石の核 となる結晶がたと
え生 じて も尿細管管腔内でtrapされるほど結晶が大
きく成長す ることは皆無であると推論 してい る.そ し
て尿路結石症の発症 には,析 出 した結晶が ネフロ ンの
いず れかの部位 に付着す る 伍xedparticle)必要があ
り,こ の付着 した結晶が結石 にまで成長 してい くと推
測 した.し か しこの結晶が付着 し成長 してい く部位,
す なわち結石形成の最初の段階が どの部位で起 こるか
に関 しては,尿 細管細胞内または腎間質 における可能
性 を示唆す る報告が近年散見 される1・17・18)が,未だ明
確 にはされていない.そ こで本研究 においては,蔭 酸
カルシウム結晶が最初に沈着す る部位 を組織学的 に明
らかにするため,蔭 酸 カルシウム結石発症モデル とし
てビタ ミンB6欠 乏食 で誘導 した過 蔭酸尿症 ラ ットに
対 し14C一標 識 蔭 酸 の 腎 ミク ロ オー トラ ジ オ グ ラ
フ ィーを施行 した.ビ タミンB6は 蔭酸 の前駆物質で
あるglyoxalateとグ リシ ンの変換の際の補酵素 とし
て働 き,そ の欠乏 によ りglyoxalateの蓄積,内 因性
蔭酸産生の充進 が生 じることで過蔭酸尿症が惹起 され
る11'19)蔭酸 カル シウム結 石発 症モ デル としては,
ほかに外 因性蔭酸 の大量投 与20)やエチ レング リコー
ル などの蔭 酸の前駆体 の投 与2Dがあ るが,い ずれ も
腎全体 に蔭酸カルシウムが沈着 し,著 しく腎機能が低
下する.そ れに対 して,ビ タ ミンB6欠 乏食 を用 いた
この結石発症モデルでは,尿 中蔭酸排泄量が正常の約
2倍と他のモデルに比 し軽度の増加であ り,腎 機能 も
保 たれている.ま た実際,生 体 内で蔭酸 カル シウム結
石生成 に関与す る蔭酸 は,そ の大部分が グリシンやア
スコル ビン酸由来の内因性 の ものである と報告 されて
いる22)以上 のことか ら,ビ タ ミンB6欠 乏食 による
過蔭酸尿症 ラ ットは,よ り臨床像に近い尿路結石発症
モデル と考 えられる.よ って本研究にお いて用 いた.
4週間 ビタミンB6欠 乏食飼育の腎 ミクロオー トラジ
オグラムで は,弱 拡大像において,乳 頭部 と髄質内帯
に1℃ 一標識蔭酸の大 きな集積像 が明確 に観 察 され,
強拡大像で は斑状 の集積像が集合管上皮細胞 内お よび
その周 囲の間質 に認め られた.9週 間飼育 ラ ットにお
いて は,4週 間に比 し集積像 の数が増 加す る と とも
に,よ り大 きな集積像 がみ られ,特 に乳頭部の先端 に
大 きな集積 像が認め られた.本 研究で は14C一標識蔭
酸 最終投 与後40時間 で ラッ トを殺処分 し,腎 ミクロ
オー トラジオ グラ フィー を施行 した.14C一標 識蔭 酸
の尿 中回収率 は4時 間で約95%8・9)である ことを考慮
す ると,腎 ミクロオー トラジオグラム上で認め られた
且℃ 一標識 蔭酸 の集積像 は,ネ フ ロ ンを流れ てい る蔭
酸ではな く,腎 組織 中に蓄積,あ るい は沈着 した蔭酸
と考え られた.さ らに,腎 ミクロオー トラジオグラム
上の 且℃ 一標識蔭酸集積 部位 を偏光 顕微 鏡 にて観 察す
ると,こ の集積像 は結晶構造 を呈 していることが観察
された.さ らに集積部位 における構成元素 を同定す る
ため にX線 分析 を施行 した ところ,カ ル シウム,塩
素,金 に特 異的なX線 スペ ク トルの ピークが検出 され
た.し か し,塩 素の ピー クは試料切片の付着固定に使
用 した塩化 ビニル板 に由来す る ものであ り,ま た金の
ピークは,分 析 に際 し,試 料上 に蒸着塗布 した金 に由
来す る もの と考 えられた.試 料切 片上 の1℃ 一標 識蔭
酸の集積部位以外では,塩 素 と金の ピークは検 出され
るにもかかわらず,カ ルシウムの ピー クは まった く検
出 されず,ま た,集 積部位上のみにカルシウムの ピー
クでの特性X線 像 が得 られた.し たがって,過 蔭酸尿
症 ラッ トにおけ る腎 ミクロオー トラジオグラム上 に認
め られ た14C一標識 蔭酸 の集積像 は,単 に蔭酸が集積
しているのではな く蔭酸 カル シウム結晶 と して存在 し
ていることが確認 された.
上川 ら1・2)は,i℃一標識蔭酸 を用 いた ラ ットにおけ
るオー トラジオグラフ ィーに より,蔭 酸の腎内分布 を
検討 し,正 常 ラ ッ トで は,静 注 され た14C一標 識蔭酸
は腎乳頭部,特 に集合管周 囲組織 に長時間停 滞す るこ
とを示唆 し,さ らに尿路 結石 モデル ラ ットにおい て
は,14C一標 識蔭 酸 を投与 した後 に,斑 状 の集積 像が
お もに集合管 の管腔周囲組織 に認め られた と報告 して
いる.そ の際,蔭 酸は易水溶性であ ることより,作 成
過程 において一切融解 させ ないdrymount法を用 い
て1℃ 一標識 蔭酸の腎 ミク ロオー トラジ オグラフ ィー
を施行 しているが,得 られた組織像では細胞 間隙が広
が り,組 織 の損傷が生 じることが多か った.そ こで本
研究 で は,腎 ミクロオー トラジ オグ ラフ ィーにお い
て,drymount法と異 な り,よ り鮮 明 な像が得 られ
るthawmount法を施行 す る ことで,蔭 酸 の腎内動
態,と くに髄質お よび乳頭部で の動態 をさらに詳細 に
検討 した.ま た,蔭 酸 カルシウム結石発 症モデル ラッ
トを用 い,同 様 にthawmount法にて1℃ 一標識蔭酸
の腎 ミクロオー トラジオグラムを得,蔭 酸 カル シウム
結晶が生成 され るか否か,生 成 され るとすればネ フロ
ンのいずれの部位 に析出沈着す るかを,X線 分析 法 を
併用す るこ とに よ り詳 細 に検討 した.Thawmount
法では,凍 結乾燥 を行 わないため組織が半融解 し,標
本作成 中に組織内で蔭酸が移動す る可能性があ るが
少な くとも蔭酸 カル シウム結 晶 として組織 に沈着 した
蔭酸 の移動 は生 じない と考 え られ た.Thawmount
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法 による今 回の腎 ミクロオー トラジオグラフィーの結
果 は,上 川 らのdrymount法による もの と同様で あ
り,し か も得 られた組織像 は非常 に鮮明であるため,
蔭酸の腎組織 内局在部位 をよ り詳細に,か つ正確 に同
定す ることがで きた,
結 語
正常 ラ ッ トにお けるthawmount法を用 いた14C一
標識蔭酸の経時 的腎 ミクロオー トラジオグラムでは,
投与 された14C一標識蔭酸 はその大部分が尿 中に排泄
された後 も,集 合管上皮細胞 内お よびその周囲の間質
に一時的に停滞す ることが観察 され,こ の蔭酸の停滞
が蔭酸 カル シウム結石発症 にかかわ っていることが強
く示唆 された.事 実,過 蔭酸尿症 ラ ットにおいては,
集合管上皮細胞 内お よびその周囲の問質での蔭酸 カル
シウム結晶の析 出沈着が最初 に出現 し,こ の析出沈着
した結晶が次 第に成長す ることが,X線 分析 を併用 し
た14C一標 識蔭酸腎 ミクロ オー トラジオグラフ ィーに
より証明 された.
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